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論文内容要 l:::l 日
第一章序論細胞は生命としての機能を維持している最小の単位であり，細胞の機能解析は，生
命の基本特性を理解する上でも，毒性物質など生体反応を用いた評価法の開発などの応用に対
しても極めて有益である.本研究では，環境微小生物の機能解析を目的としたマイクロ電気化学
デバイスの開発を行った.さらに，微小生物の活性を指標とした，バイオア ッセイシステムへの
適用に関する試験を実施した以下，第 2 掌では，酵母の酵素活性計測， 第 3 章では，藍藻類の光
述べる.
合成活性計測，第 4 章では，微小動物の呼吸活性計測に向けたマイクロデバイスの開発について
第二章Two-hvbrid 酵母を用いた環境モニタリング第 2 章では，測定ターゲットは，
。-galactosidase とし、う酵素であり，その活性を指標とした酵母 two-hybrid 法による内分泌撹乱
物質である 17ß-estradiol(E2)の電気化学的評価を 3 種類のデバイスによって行った.
(1)電気化学マイクロ流路デバイスを用いた単一細胞操作および単一細胞機能評価:マイクロ流路
内での細胞操作に利用した電気泳動力は，緩衝液中で様々な単一細胞の操
作に利用できる .Figure 1 にマイクロ流路デ、パイスの写真を示す.電気化学計
測を行う分析チャンパーへの単一細胞の捕捉および解放を達成し，微生物
群集からの目的単一微生物の単離への応用が期待できる.また，
本デバイスでは 1 細胞の酵母を対象としたß-galactosidase 活
性の電気化学計測に成功した.
Figure J. 電気化学マイクロ流路デバイスの全体写真(A) ，EI (10 x 10 mm') 
およびメイン流路(B)，分析チャンパー(c)の顕微鏡写真 E2 (IOX40 mm') 
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(2)密閉型マイクロウエノレを用いたシグナル分子の濃縮による高感度測定:マイクロウェルの材質
に弾力性のある PDMS を用いてマイクロウェルにマイクロ電極を押し付けることで密閉型マイ
クロ ウェルを形成させた. ß-galactosidase を発現させた組み換え酵母を密閉型マイクロウェルに
閉じ込めて，基質である PAPG を酵母が加水分解することで生成された微量な PAP をマイクロウ
エル外へ拡散しないように半密閉空間内に物理的に閉じ込めることによって，高感度測定を実
現させた
(3)交互くし型電極を組み込んだマイクロ流路デバイスによる高感度測定:交互くし型電極による
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レドックスサイクル電流増幅応答を用いた酵母の
ß-galactosidase 活性計測を行った. 2本の電極上で極微量物
質を酸化還元サイクルさせることにより，見かけ上の電流
を増幅させることで高感度測定を実現させた. Figure 2 に
E2 暴露酵母および，非暴露酵母の PSCA 測定結果を示す.単
一組み換え酵母由来の応答を交互くし型電極のデュ Figure 2. E2暴露した酵母(b)と暴露していない
酵母(a)のクロノアンベロメトリーアルモードによる増幅検出させるこれにより，
ß-galactosidase 活性の電気化学的評価に成功した.通常の PSCA 法による シングルモード測定と
比較して，デュアルモード測定では， 2'-""'3 倍の検出感度が得られ高感度測定が可能であった.
第三章薫類の光合成活性計測第3章では有毒アオコを形成する代表的な藻類であるミクロキ
スティスを用いて，三種類の試作デバイスによる藻類のマニピュレーションおよび，光合成活性
言十測を行った.
(1)単一細胞操作を可能としたマイクロ流路デバイスによるリアルタイム酸素生成測定
本研究で測定する光合成より藻類が産生する
極微量な酸素発生を測定するためには，酸素透
過係数が高し、PDMS(シリコンゴム)製のマイク
ロ流路デ、パイスでは，測定が困難で、あると考え
たそこで，酸素透過係数が非常に低し、SU-8
(光感光性樹脂:エポキシ系)の液体形状とフ
重複煩(M.viridis): 1 ceU (b) 
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Flgure 3. 1細胞を捕捉した分析チャンパー
の顕微鏡写真(A) および， 1細胞の藍自主類
を対象として計測した酸素の還元電流応答(B)
イルム形状の 2 種類を用いて，マイクロ流路を作製した.本デ、パイスでは容積の違う 2種類の分析
チャンパーを試作し， 23細胞および， 1細胞藍藻類を対象とした光合成活性のリアノレタイム電気化
学計測に成功した(Figure3). 
(2)密閉型リングウェノレデバイスを用いた酸素の蓄積による高感度測定:微小電極を組み込んだ、マ
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Figure 4. 光強度別による酸素の
還允電流応答(A)および，光強度に
対する単一藍藻細胞の酸素発牛ー速度(8)
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イクロウェルを作製し酸素透過性の低いウレタンゴムを押し
付けることで、密閉型マイクロウェルを形成させた.藍藻類を密
閉型マイクロウェルに閉じ込め，単一藍藻類由来の応答を蓄積
させることにより，光合成活性のリアルタイム電気化学計測に
成功した単一藍藻細胞から産生された極微量な酸素をある一
定時間，半密閉空間内に物理的に閉じ込め一気に電極上で検出
させることにより高感度測定を実現させた.これによりラ単一
藍藻細胞による光強度別の酸素発生速度計測に成功した(Figure 4(A),(B)). 
(3)シグナノレ変換の生成と一括ストリッピングによる酸素の高感度測定:変換ストリッピング法
を用いた酸素の変換蓄積用の電池セルを構築し，藍藻類の光合
成による酸素の生成速度計測を行った(Figure 5(A)). 本手法は，
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細胞から生成される酸素の還元反応と銀の酸化反応に伴うヨウ
L_J :~ oL 十一一」
4000 8000 
Lux 
Figure 5. 変換ストリッヒ。ング、法の
原理概略図(A)および，光強度に
伴う単一藍藻細胞の酸素発生速度(B)
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化銀の析出反応を組み合わせている.そのため，生成された酸
素をヨウ化銀に変換して電極表面上に濃縮し，ストリッピング
により一括還元することにより高感度，簡単，定量的に酸素を
測定することが可能となる. Ptディスク電極(直径1.6mm)を使用
し，溶存酸素濃度(0"-"8.0 mg ・ L- 1 )にコントロールしたPBSを用い
てセルを作製し，酸素濃度別の 10秒間AgIの酸化析山を行った
電荷量は，酸素濃度の増加に伴って増加し，直線関係が得られ
このシステムを用いると，Pt電極で還元された酸素をAgIにた.
変換して電極表面に蓄積でき，検出感度としてpMの酸素測定が可能で、あることを示した.藍藻類
の光合成計測では，光強度別(4，000"-"15 ，000 Lux)による酸素発生量の測定に成功した(Figure5(B)).
微小動物の酸素消費量を指標とした生態影響評価試験への適用第 4 章では，酸素の変筆盟童
換ストリッピング法を用いて，動いている状態のミジンコおよびゼブラフィッシュの酸素消費
量計測を行った.さらに，それぞれの微小動物の酸素消費量指標とした化学物質の影響評価手法
の開発を行い，試験時間の短縮，簡便な操作による試験の迅速化について検討した.
(1) ミジンコの呼吸活性計測:本研究で、は，クーロメトリー法であるこのシステムを用いて動いて
いる状態のミジンコの呼吸活'性計測を行った.測定ターゲットが動いている場合は，アンペロメ
トリー法ではノイズが発生し測定が困難である (Figure 6(A)). しかし，クーロメトリー法である
酸素の変換ストリッピング法を用いて計測を行った結果，生後 3 週間の親ミジンコおよび，生後
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による親ミジンコ存在下と非存在下を比較したストリッピング
測定時の還元電流応答(B)
24 時間以内の幼体ミジンコの酸素消費 (A) 。
速度計測に成功した(Figure 6(B)). 変換ミ
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ストリッピング法は動いている状態での
酸素測定に有効であり，効果的な計測シ
ステムを構築できることが明らかとなっ
た.
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(2)ゼブラフイツシュの呼吸活性計測:ミジンコの呼吸活性計測と同様のシステムを用いて，ゼ
ブラフィッシュの稚魚(生後 12 時間以内)および卵(産卵 12 時間以内)の酸素消費速度計測
を行った動いている状態の稚魚および，卵の酸素消費速度計測を達成し，卵から稚魚への成長
過程に伴う酸素消費速度モニタリングを実施した.常時密閉空間内での飼育では，成長に十分な
酸素が卵に供給されず成長過程に影響を与えた.しかし，測定用ウェル内で、の開放系による飼育
に成功し，測定時のみでの密閉空間内による酸素消費測定では，成長に悪影響を及ぼさないこと
が確認できた.この計測システムは，ゼブラフィッシュの稚魚および，卵を用いたマルチエンドポ
イントによる生態影響評価試験への適用できると思われる.
(3)生態毒性評価試験への適用:OECDの定めたテストガイドライン
に準じて，ミジンコを用いた化学物質の生態毒性評価試験(遊泳阻
害試験，繁殖阻害試験)と酸素の変換ストリッピング法を用いたミ
ジンコの酸素消費量の変動による呼吸活性評価との比較検討を行
った Figure7に被験物質濃度に対する幼体ミジンコの酸素消費速
度を示す.本試験法では濃度に対して酸素消費量の減少が計測
? ? ? ? ? ? ?
T11111111
ム-willi--1411
。
T
』lit--Ill111
?????
V-1-B.
,l'ti 
aa守内
44
目。。倍。
aa
司内
4
4E4
目、，
nuaHwnoau
?
nvaoauaunU
仇U
LET-E
邑制剤耐剛契機鑑
n=10 
。
o 20 40 60 80 100 
CuS04灘度 μg L-l 
Figure 7_ 被験物質濃度に対する
幼体ミジンコの隊素消費速度
でき，従来法では影響が確認できなかった低濃度側の影響を明らかにできることが示された.さ
らに，本試験法を用いることで試験期間の短期化(従来法: 48時間，本試験法 :6時間)も，可能
であることが示された実際の河川や工場排水等では化学物質が希釈され極低濃度による汚染
が広範囲に渡って進行している.このような原水からは従来法では計測ができず低濃度による
生態内への化学物質の蓄積が懸念される.しかし本測定法を用いていることで低濃度による汚
染を確実に検出できると考えられる.
第五章総括本研究では，酵素活性，光合成活性および，呼吸活性を指標とした環境微小生物の
電気化学的機能評価法を確立した.またバイオアッセイ試験への適用として本研究で開発した
システムを用いた微小動物の呼吸活性を指標とした生態影響評価試験では，従来法と比較して
簡便な操作，試験の短縮および，高感度検出が可能であることが示された.
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論文審査結果の要旨
本論文は，マイクロ電気化学デ、パイスを用いた環境微小生物の機糊斬に関する研究を論じたものである.様々
な微小生物をターゲ、ットにした!j型デバイスを作製し，酵素活性，光合成活性並びに呼吸活性を指標にした微小生
物活性測定用の電気化学システムへと展開した.さらに，微小生物の活性を指標としたバイオアッセイシステムへ
の適用に関する誤験を実施した.
将命文は 5 章から構成されている.第 1 章の序論では，研究の中心テーマで、ある環境微小生物の機融斬を目的
としたマイクロ電気化学デ、パイスの開発について，その背景と重要性について述べている.また，分析対象となる
微小生物 3種類を用いて，それぞれの対象に関する活性指標僻素活性，光合成活也呼吸活性)が計測可能なデ、パ
イスの作製と，各活性の測定手t去の開発に向けたアプローチを述べ，本論文の全体の序章としている.
第2 章では，組み換え酵母を用いた two"hybrid 法による内分泌撹舌l胸質の電気化判官刊面を， 3種類のデバイス
によって行った結果ついて述べている.電気化学マイクロ流路デバイスを用いた測定では，マイクロ流路内での細
目制操作に電気泳動力を利用して行い，電気化学計測用チャンパーへの単一細胞の捕捉と解放を実現し，その結果と
して単一辞母細胞を対象としたß"galaωsida館活性の電気化学計測に成功した.さらに密閉型マイクロウェルを用
いた測定では， ß"galac加sidase を発現させた組み換え酵母が，基質である PAPG を加水分解することで生成した微
量の生成物を，マイクロウェル外に拡散させず半密閉空間内に物離に閉じ込めることによって，より高感度な測
定を実現させた.また，交互くし型電極を組み込んだ、マイクロ流路デ、パイスによる測定も行い，レドックスサイク
ルに基づく電mE!割高E答を利用した単一組み換え酵母細胞の高感度電気化学的刊面に成功した.
第 3 章では藻類の光合成計測を 3 種類のデ、パイスによって行った結果について述べている.マイクロ流路デバ
イスによる測定では，酸素遺品性の低し、材質を用いてデ、ノ〈イスを作製し，少数細胞のみならず単一藍藻細胞のリア
ルタイム酸素生成測定にも成功したさらに，微小電極を組み込んだ密閉型マイクロウェルによる測定で、は，藍藻
類を密閉型ウェルに閉じ込め，単一藍藻細胞由来の物質を一定時間だけ半密関空間内に物理的に閉じ込め，その物
質を一度に電極上で検出することにより，光拠吏に応じた酸素生成車度を定量拘に計測することに成功した.また，
変換ストリッピング法による酸素の変換蓄積による測定では，細胞から生成された酸素の還元反応と銀の酸化反応
に伴うヨウ化銀生成を組み合わせ，ストリッピングにより一括還元させることで高感度，簡単，定量的に酸素を測
定できることを示したこの手法を用いて，単一藍藻細胞の光合成活性測定にも成功した.
第 4 章では，微小動物の酸素消費量を指標とした生態影響判面誌験への適用について述べている.酸素の変換ス
トリッピング法を用いて生きたミジンコとゼブラフィッシュの酸素消費速度の計測に成功した.さらに生後 3 週
間以内のミジンコの酸素消費速度を指標とした化学物質の影響刊面詐験にこの手法を適用し，その結果を従来試験
法(OECD テストガイドライン)との比較・検討したところ，被験物質濃度が高くなるにつれて酸素消費速度が減少
する結果が得られ，従来法で、は影響湖鶴、で、きなかった低濃度側においても影響刊面できることを確認した.
第 5 章では，本研究を総括し，環境分野におけるバイオアッセイ試験へ適用に関する今後の展望を示している.
以上要するに，材命文は，酵素活也光合成活性およひ呼吸活性を指標とした環境微小生物の電気化学的機能評
価法を確立し，微小生物のスクリーニング、デ、パイスの開発と，当該デ、パイスを微小動物の呼吸活性を指標とした生
態影響刊面試験に適用した場合の研究成果について記載したものである.これらの研究成果は，環境生命化学およ
びバイオセンシング、工学の発展に寄与するところカりPなくない.
よって，本論文同専士(学術)の学位論文として合格と認める.
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